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摘要 :【 目的 ]Toll 样 受 体 是 昆虫 Toll 信号 传导 途径 的 一 个 重要 组 成 成 员 , 对 激活 昆虫 机 体 对 入 侵 
病原 微生物 的 先天 免疫 应 答 起 着 至 关 重 要 的 作用 。 本 研究 旨 在 探究 脂 多 糖 对 家 乔 Bombyx mori 幼 
k P Toll 样 受 体 基因 BmToll9-2. 基因 表达 的 影响 。【 方 法 ] 利 用 RT-PCR 分 析 BmToll9-2 基因 在 家 
蛋 大 造 品 系 4 龄 和 5 龄 幼虫 表皮 、 脂 肪 体 、 马 民 管 、 中 肠 、 神 经 、 丝 腺 、 胸 部 肌肉 共 7 种 组 织 中 的 表达 
特征 ;将 脂 多 糖 和 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 注射 到 5 龄 幼虫 体腔 内 ,诱导 其 免疫 系统 响应 ,采用 实时 
荧光 定量 PCR 分 析 注 射 后 不 同时 间 BmToll9-2 基因 在 中 肠 中 的 表达 水 平 。 【结果 】RT-PCR 结果 表 
明 , BmToll9-2. 基因 在 家 看 4 龄 幼虫 的 脂肪 体 、 马 氏 管 神经 和 丝 腺 中 高 度 表达 ,在 5 龄 幼虫 脂肪 体 、 
中 肠 、 蕊 氏 管 和 神经 中 均 有 较 高 表达 。 实 时 荧光 定量 PCR 结果 显示 ,注射 脂 多 糖 能 诱导 5 bM 
中 肠 中 BmTol19-2 基因 转录 ,在 注射 后 6 h 时 的 诱导 效果 最 好 ;注射 大 肠 杆菌 也 能 诱导 Bm7Tol19-2 基 
转录 ,在 注射 后 3 和 6 了 时 的 请 导 效 果 最 好 。[【 结论 ] 家 看 幼虫 Bm7Tol19-2 基因 在 脂 多 糖 和 大 肠 杆 
菌 处 理 后 上 调 表达 ,提示 BmToll9-2 受 体 可 能 参与 昆虫 Toll 样 受 体 对 脂 多 糖 和 细菌 的 识别 过 程 。 
关键 词 : X. Toll 样 受 体 ; BmTollo2; 脂 多 糖 ; 大 肠 杆 菌 ; 基因 表达 
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Influence of lipopolysaccharide on the expression of the Toll-like receptor 
gene BmToll9-2 in larval Bombyx mori 
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Abstract: [Aim] Toll-like receptors are important members in Toll signaling pathway in insects and play 








an important role in activating the innate immune response to invading pathogenic microorganisms. This 
study aims to explore the influence of lipopolysaccharide ( LPS) on the expression of the Toll-like receptor 
gene BmToll9-2 in larvae of the silkworm, Bombyx mori. [Methods] The expression profiles of BmToll9- 
2 in epidermis, fat body, Malpighian tubules, midgut, brain, silk glands and thoracic muscles of the 4th 
and 5th instar larvae of B. mori strain Dazao were detected by RT-PCR. LPS and Escherichia coli were 
respectively injected into the body cavity of the 5th instar larvae to induce their immune response, and the 
expression levels of BmToll9-2 in the midgut at different time after injection were detected by real-time 
quantitative PCR. [Results] RT-PCR results revealed that BmToll9-2 was highly expressed not only in 
the fat body, Malpighian tubules, brain and silk glands of the 4th instar larvae of B. mori, but also in 
the fat body, midgut, Malpighian tubules and brain of the 5th instar larvae. The real-time quantitative 
PCR results showed that injection of LPS could induce the transcription of BmTolI9-2 in the midgut of the 
5th instar larvae, and the best induction effect was at 6 h after injection. Injection of E. coli could also 
induce the transcription of BmTolI9-2 in the midgut of the 5th instar larvae, and the best induction effect 


was at 3 and 6 h after injection. [ Conclusion] Expression of BmTolI9-2 in B. mori larvae is up-regulated 
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4 期 BWE: 脂 多 糖 对 家 春 幼 虫 Toll FÉ 
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after injection of LPS and E. coli, suggesting that BmToll9-2 receptor may be involved in the recognition 


process of Toll-like receptors to LPS and E. coli in insects. 
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昆虫 不 具有 类 似 于 哺乳 动物 的 B 和 了 淋巴 细 
胞 系统 , 故 没有 高 等 动物 高 度 专 一 的 获得 性 免疫 系 
统 (acquired immune system ) ,因此 先天 免疫 系统 
(innate immune system ) 成 为 昆虫 第 一 道 也 是 唯 
道 防线 (Merkling and van Rij，2013 ) 。 昆 虫 的 先天 
免疫 由 细胞 免疫 和 体液 免疫 组 成 (Lavine and 
Strand, 2002; Lavine et al., 2005) ,细胞 免疫 是 巨 鸣 
ZR i 消化 外 来 异物 ,与 高 等 动物 基本 相同 ,而 
体液 免疫 则 不 同 于 高 等 动物 ,主要 区 别 在 于 昆虫 缺 
乏 特 异 的 抗原 -抗体 反应 ,而 是 以 抗菌 肽 、 抗 病毒 因 
子 HRR 溶菌 酶 及 蛋白 抑制 剂 等 多 种 活性 因子 配 
合 多 种 功能 的 血细胞 以 建立 一 个 开放 的 完整 的 防御 
体系 ( 黄 自然 和 陈 劲 伟 ，1990 ) Toll, Imd, JAK/ 
STAT 以 及 RNA 干扰 通路 是 与 昆虫 先天 免疫 相关 的 
主要 信号 通路 (Liu et al., 2013; 刘 佳 宾 ，2014 ) 。 
其 中 ,Tol 通路 是 一 条 非常 重要 的 通路 ,在 免疫 应 答 
中 起 到 关键 的 作用 (Chintapalli and Hillyer, 2016) 。 
Toll 信号 通路 的 激活 包括 细菌 的 识别 、 配 体 
Spätzle 的 活化 、Toll 受 体 (Toll receptors). 的 结合 与 
激活 以 及 下 游 作 用 基因 MyD88, Tube, Pelle 和 Rel 
等 的 转录 、 抗 菌 肽 的 释放 等 (Hetru and. Hoffmann, 
2009; Yamamoto-Hino and Goto, 2016) 。 在 这 条 信 
号 通路 中 , Toll 受 体 能 够 识别 细胞 外 的 配 体 并 引起 
细胞 内 的 作用 基因 转录 ,起 到 细胞 内 外 通路 的 桥梁 
作用 ,在 保持 Tol 通路 的 正常 免疫 应 答 以 及 抵抗 细 
VS] 真菌 .病毒 等 病原 体 的 过 程 中 起 着 关键 的 作用 
(Evans et al., 2006) 。Toll 受 体 是 Niisslein-Volhard 
等 (1980 ) 研究 果 晶 Drosophila melanogaster M Hà R 
育 时 发 现 的 一 种 蛋白 。 随 后 , Medzhitov 和 Janeway 
(1997) 研究 发 现 有 与 果 蝇 同 源 的 人 Tol 蛋白 ,并 命 
名 为 Toll 样 受 体 (Toll-like receptor, TLR) 。 迄 今 为 
止 , 在 哺乳 动物 中 已 经 陆续 发 现 13 种 Toll 样 受 体 
( Beutler, 2004) 。 这 些 TLR 是 典型 的 模式 识别 受 体 
( pattern recognition receptor, PRR ) ,可 识别 特定 病 
原 相 关 分 子 模式 ( pathogen-associated molecular 
pattern, PAMP) 。 病 原 相关 分 子 模式 指 的 是 病原 微 
生物 上 的 高 度 保 守 的 结构 基 序 或 组 分 ,包括 各 种 细 
胞 壁 成 分 ,如 脂 多 糖 、 肽 聚 糖 和 胞 壁 酸 等 ,真菌 细胞 
壁 成 分 B-1 ,3 葡 聚 糖 以 及 酵母 细胞 壁 上 的 甘露 糖 ， 



































































































































鞭毛 蛋白 ,细菌 DNA 和 病毒 双 链 RNA 等 。TLR 通 
过 对 病原 相关 分 子 模式 的 识别 ,可 激活 先天 免疫 的 
免疫 反应 (Takeda and Akira, 2004) 。 其 中 ,哺乳 动 
物 TLR4 是 专门 识别 脂 多 糖 (1lipopolysaccharides , 
LPS) 的 受 体 ( Klein et al., 2015) 。 

KÆ Bombyx mori 是 我 国 传统 的 特色 经 济 昆 
虫 ,也 是 研究 鳞 运 目 昆 虫 的 模式 生物 。 目 前 ,在 家 在 
中 已 鉴定 出 14 个 Toll 相关 的 基因 (Cheng et al., 
2008; Tanaka et al., 2008) 。 其 中 ,Toll9 在 昆虫 中 是 

个 保守 的 受 体 蛋白 (Luna et al., 2002; Wu et al., 
2010; Liu et al., 2013) 。 在 家 看 中 ,存在 Tollo-1 和 
Toll9-2 两 个 Toll9 受 体 (Liu et al., 2013) 。 目前 家 
蛋 中 关于 Tolló 受 体 的 研究 ,已 发 表 的 结果 均 与 
Toll9-1 相关 。Tol9-1 主要 在 家 看 肠 道 中 表达 ,在 血 
细胞 .气管 ,脂肪 体 、 马 氏 管 和 表皮 中 的 表达 较 弱 ,而 
在 丝 腺 中 几乎 不 表达 ;经 大 肠 杆菌 Escherichia. coli, 
RAU HER Beauveria 感染 后 ,家 香肠 道中 Toll9-1 
的 表达 水 平 会 显著 提高 (Wu et al., 2010) 。 用 脂 多 
糖 和 双 链 RNA 处 理 家 看 幼虫 ,可 以 明显 抑制 
Toll9-1 在 中 上 肠 中 的 表达 (Liu et al., 2013) ; 同时 ， 
脂 多 糖 能 诱导 免疫 信号 转 导 通 路 上 相关 核心 基因 
和 抗菌 肽 基因 在 表达 Tollo-1 的 细胞 株 中 上 调 表达 
(Liu et al., 2014)。 以 上 结果 均 说 明 Toll9-1 很 有 
可 能 参与 家 盔 的 免疫 反应 。Toll92 与 Toll9-l 均 属 
于 Tollo 受 体 , 但 目前 有 关 Toll922 的 研究 并 未 见 发 
表 。 我 们 前 期 的 序列 比 对 显示 ,昆虫 中 的 Tollo-2 
受 体 与 哺乳 动物 的 TLR4 同 源 性 相 比 于 其 他 Toll 
受 体 更 高 ,因此 ,昆虫 中 的 Tol9-2 受 体 极 有 可 能 与 
脂 多 糖 相 互 作用 (Liu et al., 2013) 。 然 而 ,Toll9-2 
受 体能 否 像 其 他 Toll 受 体 一 样 识别 脂 多 糖 , 做 出 
免疫 反应 ,目前 在 家 和 在 中 还 未 明确 。 

本 研究 以 家 和 蛋 “ 大造" 为 材料 ,利用 RT-PCR 分 
析 了 BmToll9-2 基因 在 家 看 幼虫 不 同 发 育 时 期 和 不 
同 组 织 中 的 表达 情况 ;并 利用 注射 法 ,对 家 乍 5 龄 幼 
虫 进 行 了 水 、. 脂 多 糖 、 大 肠 杆菌 E. coli 的 注射 ,通过 
实时 灾 光 定量 PCR 的 方法 ,分 析 BmToll9-2 基因 在 
不 同 处 理 下 的 表达 水 平 。 本 研究 为 进一步 研究 
BmToll9-2 基因 在 家 看 免疫 机 制 中 的 作用 奠定 基础 ， 
也 为 提高 家 鼻 免 疫 力 研究 提供 理论 基础 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 及 组 织 解 剖 取 样 

本 研究 所 使 用 的 家 和 蛋品 系 为 "大造 ” ,由 广东 省 
农业 科学 院 蛋 业 与 农产品 加 工 研究 所 惠 赠 。 孵 化 后 
的 幼虫 在 25% ,相对 湿度 为 60% , 光 周 期 12L: 12D 
条 件 下 ,以 新 鲜 桑 叶 饲 养 。 

KE 4 龄 和 5 龄 幼虫 在 刚 暗 皮 2 d 时 即 被 取 
样 。 在 4 龄 和 5 龄 幼虫 时 期 分 别 随机 取 家 鼻 幼 虫 各 
10 头 进 行 解剖 取样 , 取样 组 织 包 括 : 表皮 
(epidermis, EP) , 脂肪 体 (fat body, FB), 8 EC 
( Malpighian tubules, MT) , Hf ( midgut, G) ,神经 
(brain, Br), ZZ fl (silk glands, SG), 胸部 肌肉 
(thoracic muscles, M) 4: 7 种 组 织 ,每 个 样品 至 少 取 
自 3 头 家 符 。 所 有 样品 迅速 置 于 无 RNA 酶 的 离心 
管 中 , 保 存 于 -80% 冰箱 备用 。 

1.2 家 等 幼虫 的 注射 实验 及 中 肠 解剖 取样 

为 明确 脂 多 糖 能 否 引起 BmTollo-2 基因 的 免疫 
反应 ,影响 基因 的 表达 ,随机 选取 36 头 5 龄 家 看 幼 
虫 分 成 3 组 (每 组 含 12 头 幼 虫 ) 分 别 进行 10 pL 
(2.5 mg/mL) 脂 多 糖 注 射 和 10 pL(2.5 x 10? cells) 
大 肠 杆菌 注射 ,并 采用 注射 等 量 无 菌 水 处 理 作 为 阴 
性 对 照 组 。 在 处 理 后 的 0, 3, 6 和 24 h 进行 中 肠 解 
齐 取 样 ,平行 取样 3 组 , 即 无 菌 水 、 脂 多 糖 和 大 上 肠 杆 
菌 分 别 注射 处 理 12 KRE ,保证 每 个 处 理 均 有 3 个 
重复 样品 ; 所 有 样品 迅速 置 于 无 RNA 酶 的 离心 管 
中 ,保存 于 -80% 冰箱 备用 。 

1.3 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 

使 用 RNAiso Plus( TaKaRa) 提取 家 看 4 龄 和 5 
龄 幼虫 1.1 节 不 同 组 织 总 RNA ,详细 方法 按照 说 明 
书 操作 。 提 取 的 RNA 通过 NanoDrop 2000 检测 质 
量 及 浓度 。 分 别 取 各 组 织 样品 1 pg RNA, LJ Oligo 
(dT) is 为 引物 , 反 转 录 为 cDNA, 以 此 cDNA 作为 
PCR 和 实时 荧光 定量 PCR. 的 模板 ,详细 步 又 参照 
TUREscript 1st Strand cDNA Synthesis Kit with gDNA 
Eraser ( Aidalab) 使 用 说 明 。 

1.4 引物 设计 

家 至 是 鳞 远 目 昆 虫 的 模式 昆 忠 ,已 完成 基因 组 
测序 。 本 研究 所 使 用 的 RT-PCR 引物 及 实时 殉 光 定 
量 PCR 引物 均 使 用 Primer Premier 6.0 软件 进行 设 
计 。RT-PCR 内 参 基因 选择 家 得 看 家 基因 BmActin, 
实时 灾 光 定量 PCR. 内 参 基因 选择 BmTIFAA ( Wang 
et al., 2008) , BmToll9-2. 基因 根据 文献 ( Cheng et 

















































































































al., 2008) 提供 的 序列 进行 引物 设计 ( 表 1) 。 本 研 
究 使 用 的 引物 均 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 限 


公司 合成 。 














表 1 本 研究 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 


引物 序列 (5' -37) 引物 用 途 


Primer sequence Primer usage 


引物 名 称 


Primer name 








BmActin-F GACGAAGAAGTTGCCGCGTTGG 

BmActin-R | GGCGGGCGTGTTGAATGTTTCG RT-PCR 
BmToll9-2-F CGTTGCGATGCCTGATG 
BmToll9-2-R CACCATTGGGATTTAGCA 
qBmToll9-2-F GTTGCGATGCCTGATGAC KIKE 
dBmToll9-2-R TCCTGAAATTCCGCCCTA 定量 PCR 
qBmTIFA A-F TTCGTACTGGCTCTTCTCGT Real-time 
qBmTIFAA-R — CAAAGTTGATAGCAATTCCCT quantitative PCR 


1.5 RT-PCR 3 3$ BmToll9-2 基因 

以 1.3 节 合 成 的 家 看 不 同 组 织 cDNA 为 模板 ， 
使 用 Taq (TaKaRa) 试剂 合 和 上 述 特异 性 引物 扩 增 
BmActin 基因 和 BmToll9-2 基因 。PCR 采用 10 uL 
反应 体系 :10 x PCR buffer 1 uL, 10 mmol/L 的 
dNTP 溶液 0.2 uL, 25 mmol/L 的 MgCl, 0.6 uL, 10 
pmol/L 的 上 下 游 引 物 各 0.2 uL, 5 U/uL 的 Tad 酶 
0.05 uL, cDNA 3 pL, 无 菌 水 4.75 uL, PCR 反应 
条 件 为 :94% 预 变性 2 min;94% 变性 30 s, 53% 退 
火 30s,72% 延伸 40 s, Hr] BmToll9-2 基因 共 35 次 
循环 ,BmActin 基因 共 30 次 循环 ;72% 延伸 10 min, 
PCR 产物 进行 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 ,在 凝 胶 成 像 仪 下 观 
察 实验 结果 。 
1.6 KÉKES PCR 检测 BmToll9-2 基因 表达 

ZEH DNA 为 模板 , 使 用 TaKaRa 
SYBR® Premix Ex Taq@ II( Tli RNaseH Plus) 试剂 盒 
和 上 述 特 异性 引物 扩 增 BmToll9-2 基因 和 BmTIFAA 
基因 。 实 时 荧光 定量 PCR 采用 15 pL 反应 体系 :2 
x SYBR Premix Ex Taq II( Tli RNaseH Plus)7.5 uL, 
10 hmol 的 上 下 游 引 物 各 0. 6 pL,50 x ROX 
Reference Dye 0.3 uL, cDNA 1. 5 kkL, 灭 菌 水 4.5 
uL. BOW NF: 95"C 预 变性 30 s;95C 变性 s, 
57% 退火 31 s, 共 40 次 循环 。 采 用 Biosystems 7000 
Real-time PCR System 进行 实验 数据 记录 及 分 析 , 生 
成 溶解 曲线 ,确定 扩 增 产物 的 特异 性 。 
1.7 数据 分 析 

采用 2 ^" Jr 3E ( Livak and Schmittgen, 2001 ) 
分 析 BmToll9-2 基因 相对 表达 量 , 每 个 样品 采用 3 
个 重复 实验 的 数据 据 进 行 分 析 (Garbutt and 
Reynolds, 2012) 。 数 据 统计 中 ,对 无 菌 水 处 理 的 阴 
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性 对 照 组 和 脂 多 糖 、 大 上 肠 杆菌 处 理 的 实验 组 进行 单 
因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) ,并 进行 Tukey 法 
多 重 比 较 检 验 。 





2 结果 


2.1 BmToll9-2 基因 在 家 乔 4 龄 幼虫 不 同 组 织 中 
的 表达 分 析 
分 析 4 龄 幼虫 不 同 组 织 中 Bm7ol9-2 基因 的 表 
达 情 况 ,结果 显示 (图 1) , BmTollo-2 基因 在 家 看 4 
龄 幼虫 表皮 .脂肪 体 . 中 肠 、 胸 部 肌肉 、 马 氏 管 、 神 经 
和 丝 腺 中 均 有 表达 ,其 中 脂肪 体 、 马 氏 管 ,神经 和 丝 
腺 中 表达 量 较 高 ,而 在 表皮 、 中 肠 和 胸部 肌肉 中 的 表 
达 较 弱 。 
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Fig. 1 
tissues of the 4th instar larvae of Bombyx mori 

EP: 表皮 Epidermis; FB; 脂肪 体 Fat body; G; 中 肠 Midgut; M; 胸部 

肌肉 Thoracic muscles; MT: 马 氏 管 Malpighian tubules; Br: 神经 

Brain; SG; 丝 腺 Silk glands. 下 图 同 The same for the following figures. 





2.2 BmToll9-2 HAERA S5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 
的 表达 分 析 

EKE 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 ,Brm7ol9-2 在 表皮 、 
脂肪 体 、 中 肠 、 胸 部 肌肉 、 马 氏 管 神 经 和 丝 腺 中 均 有 
表达 ,其 中 脂肪 体 、 中 上 肠 、 马 氏 管 和 神经 中 表达 量 较 
高 ,而 在 表皮 、 胸 部 肌肉 和 丝 腺 中 的 表达 较 弱 (图 2)。 
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图 2 BmToll9-2 基因 在 家 看 5 龄 幼 4 
不 同 组 织 中 的 表达 水 平 
Fig. 2 Expression levels of BmToll9-2 gene in different 
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tissues of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


由 于 BmTollo-2 基因 在 5 龄 幼虫 中 肠 中 表达 量 
比较 高 , 且 中 肠 是 昆虫 消化 食物 、 参 与 免疫 的 器 官 ， 
因此 中 肠 被 用 做 后 续 检 测 基 因 表 达 的 器 官 。 








2.3 无 菌 水 注射 对 BmToll9-2 基因 表达 的 影响 
为 检验 脂 多 糖 对 BmToll9-2 基因 表达 水 平 的 影 











向 ,无 菌 水 注射 5 龄 幼虫 被 用 作 阴 性 对 照 实 验 。 结 
果 显 示 ( 图 3) ,注射 无 菌 水 后 , BmToll9-2 基因 在 0, 
3, 6 和 24 h 时 在 5 龄 幼虫 中 肠 中 的 相对 表达 水 平 
不 高 ,相对 表达 量 为 0.003 ~0. 006。 虽 然 在 3 h 后 
的 相对 表达 量 有 所 下 降 , 但 与 6 h 相 比 ,并 无 显著 差 
异 ; 且 0, 3, 6 和 24 h 的 相对 表达 并 无 显著 差异 。 
由 此 说 明 ,注射 无 菌 水 并 不 影响 家 和 蛋 Bm7ol9-2 基 
因 的 表达 水 平 , 可 作为 阴性 实验 对 照 。 
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图 3 无 菌 水 注射 对 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 























BmToll9-2 相对 表达 水 平 的 影响 
Fig. 3 Effect of autoclaved Milli-Q water injection on 

the relative expression level of BmTolI9-2 in the 

midgut of the 5th instar larvae of Bombyx mori 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 
显著 (P<0.05)( 单 因素 方差 分 析 )。 
in mean + SD with three replicates. Different letters above bars mean 
significant difference (P<0.05)(one-way ANOVA). 图 4 和 图 5 [i] 
The same for Figs. 4 and 5. 




















The data in the figure are shown 




















2.4 脂 多 糖 注射 对 Bm7Tol19-2 基因 表达 的 影响 

实时 交 光 定量 PCR 检测 脂 多 糖 对 BmToll9-2 基 
因 表达 的 影响 (图 4) ,注射 脂 多 糖 后 , BmTollo-2 基 
因 的 相对 表达 量 在 0 和 3 h 时 在 5 龄 幼虫 中 肠 中 的 
相对 表达 量 分 别 是 为 0.007 和 0.005, 在 6 h HAE 
著 的 上 升 ,相对 表达 水 平 约 0.09;24 h Je, BmToll9-2 
相对 表达 水 平 又 恢复 到 较 低 水 平 , 约 0.004。 

与 注射 无 菌 水 相 比 ,注射 脂 多 糖 6 h 时 
BmTol[9-2 基因 在 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 的 相对 表达 
水 平 为 对 照 的 38 倍 (图 4) ,说 明 注射 脂 多 糖 可 以 诱 
导 家 春 中 肠 中 Bm7ol19-2 基因 的 表达 ,并 且 在 6h 时 
诱导 效果 最 好 。 

2.5 大 肠 杆菌 注射 对 BmTol9-2 基因 表达 的 影响 

为 了 进一步 验证 外 源 病 原 体 对 BmToll9-2 基因 
表达 水 平 的 影响 ,将 大 肠 杆菌 注射 到 5 龄 幼虫 体腔 
内 ,采用 实时 荧光 定量 PCR 分 析 Bm7ol19-2 基因 在 
中 肠 中 的 表达 水 平 。 结 果 显 示 ( 图 5) ,注射 大 肠 杆 
菌 3, 6 和 24 h 时 Bm7Tol19-2 基因 在 5 龄 家 等 幼虫 中 
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0.15 


EA 无 菌 水 Milli-Q water 
EA 脂 多 糖 LPS x38 


相对 表达 量 
Relative expression level 





注射 时 间 () 
Time post injection 
图 4 脂 多 糖 注射 对 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 
BmToll9-2 相对 表达 水 平 的 影响 
Fig. 4 Effect of lipopolysaccharide (LPS) injection on the 














relative expression level of BmTolI9-2 in the midgut 
of the 5th instar larvae of Bombyx mori 
FE E x 号 表示 实验 组 与 对 照 组 (注射 无 菌 水 ) 相同 时间 点 比较 的 表达 


水 平 倍数 。The symbol x on the column means the relative expression 














folds between the experimental group and the control group (injection of 








Milli-Q water) at the same time point. 图 5 [ri] The same for Fig. 5. 


EA 无 菌 水 Milli-Q water 
0.44 EA 大 肠 杆菌 E. coli 
x112 


相对 表达 量 
Relative expression level 





注射 时 间 (h) 
Time post injection 
图 5 大 肠 杆菌 注射 对 家 春 5 龄 幼虫 中 肠 中 
BmToll9-2 相对 表达 水 平 的 影响 


Fig. 5 Effect of Escherichia coli injection on the 











relative expression level of BmTolI9-2 in the 


midgut of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


肠 中 的 相对 表达 水 平均 显著 提高 , 且 在 3h 和 6h 
时 ,表达 水 平 明 显 比 24h 高 。 

与 注射 无 菌 水 比较 ,注射 大 肠 杆菌 3, 6 和 24 h, 1] 
能 明显 诱导 BmToll9-2 基因 的 转录 ,其 中 3 h 和 6h 时 
诱导 效果 最 好 ,分 别 为 对 照 的 112 倍 和 113 倍 (图 5) 。 


























3 讨论 


对 大 造 家 看 幼虫 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 进 行 





基因 表达 检测 ,结果 显示 (图 1),4 龄 幼虫 时 ， 
BmToll9-2 基因 在 脂肪 体 、 马 氏 管 、 神 经 细胞 和 丝 腺 
中 的 表达 较 明 显 ,而 在 表皮 、 中 肠 、 和 胸部 肌肉 中 的 
表达 较 弱 。 这 可 能 因为 脂肪 体 是 家 大 的 重要 免疫 器 
定 , 能 分 泌 多 种 与 分 子 免疫 相关 的 和 蛋 日 ,如 抗菌 肽 
Cecropins 和 Defensins 等 ( 伐 勇 等 , 2007) ,对 外 源 病 
原 体 如 白色 念珠 菌 Monilia albican 能 做 出 免疫 应 答 
(EEIE, 2014) ;同时 ,家 看 在 幼虫 阶段 需 以 脂肪 体 
的 形式 储存 大 量 能 量 ,作为 以 后 断食 、 结 肾 、 化 蛾 的 
物质 基础 ( 侯 勇 等 , 2007) 。 马 氏 管 是 家 鼻 的 主要 排 
汇 器 官 ,代谢 产物 一 般 聚 集 于 血 淋 巴 中 ,再 经 过 马 氏 
管 排出 体外 ( 邹 勇 , 2012) ;同时 , 马 氏 管 也 是 昆虫 的 
免疫 组 织 之 一 ,能 进行 免疫 调控 ( 赵 新 慧 ，2013 ) 。 
神经 也 能 参与 到 昆虫 的 免疫 反应 ,如 东亚 飞 蝗 
Locusta migratoria manilensis 在 防御 病原 真菌 过 程 
中 ,神经 系统 相关 基因 出 现 了 较 高 表达 ( 张 正 一 ， 
2011) 。 丝 腺 作为 家 鼻 重 要 的 吐 丝 器 官 , 在 幼虫 时 
期 需要 准备 大 量 的 免疫 相关 和 借 白 以 保护 自己 在 结 草 
过 程 中 不 受到 外 来 病原 微生物 的 人 侵 ( 李 游 山 ， 
2013), 。BmToll9-2 作为 家 看 先 天 性 免疫 中 Toll 受 体 
的 重要 组 成 成 分 ,在 家 盔 4 龄 幼虫 脂肪 体 、 马 氏 管 、 
神经 和 丝 腺 这 些 具有 人 免疫 功能 的 组 织 中 BmToll9-2 
基因 的 表达 较 旺盛 。 

当家 得 进 入 5 龄 幼虫 后 ,Bm7ol19-2 的 基因 表达 
发 生变 化 ,其 中 表达 量 明显 的 组 织 有 脂肪 体 、 中 上 肠 、 
马 氏 管 和 神经 细胞 , 而 相对 表达 较 弱 的 组 织 有 表皮 、 
胸部 肌肉 和 丝 腺 。 脂 肪 体 、 马 氏 管 和 神经 细胞 中 
BmToll9-2 基因 的 表达 量 在 家 看 4 龄 和 5 龄 幼虫 阶 
段 均 比较 高 ,可 能 由 于 这 3 种 组 织 对 于 维持 家 看 幼 
虫 的 生命 活动 和 免疫 功能 起 着 重要 作用 。Bm7o19- 
2 基因 在 5 龄 幼虫 中 肠 中 表达 较 旺 感 (图 2) ,而 在 4 
龄 幼虫 中 肠 中 表达 相对 较 弱 (图 1) ;这 可 能 由 于 家 
看 幼虫 在 5 龄 阶段 后 化 晴 , 越 接近 变态 发 育 时 期 ,中 
肠 的 蛋白 种 类 与 数量 明显 提高 ,中 上 肠 活动 越 旺 盛 
( 黄 志 君 等 , 2007) ,Bm7ol19-2 基因 的 表达 量 增强 。 

表皮 是 昆虫 天 然 免疫 的 第 一 道 防 线 , 虽然 
BmToll9-2 基因 在 家 看 4 龄 与 5 龄 幼虫 阶段 表皮 中 
表达 量 不 高 ,但 仍然 在 天 然 免疫 中 起 着 防御 作用 
( 汪 南 平等 ，1993 ) 。 结 合 上 述 分 析 可 以 得 出 ， 
BmToll9-2 基因 在 家 午 的 表皮 .脂肪 体 . 中 肠 、 马 氏 
管 、 神 经 细胞 和 丝 腺 组 织 中 起 着 唤起 免疫 应 答 的 重 
要 作用 。Bm7ol19-2 基因 在 家 看 同 一 发 育 时 期 不 同 
组 织 中 的 表达 情况 不 同 ,而 且 在 不 同 发 育 时 期 同一 
组 织 中 的 表达 情况 也 可 能 不 同 。 
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为 明确 外 源 病 原 体能 否 影 响 Bm Toll9-2. 基因 的 
表达 ,我 们 对 家 看 5 龄 幼虫 进行 脂 多 糖 的 注射 ,并 分 
析 注 射 后 不 同时 间 BmToll9 2 基因 在 中 肠 中 的 表达 
水 平 差异 。 实 时 荧光 定量 PCR 结果 表明 ,注射 无 菌 
水 并 不 影响 BmToll9 2. 基因 的 表达 水 平 (图 3) ;注射 
脂 多 糖 可 诱导 BmToll9-2 基因 的 表达 ,其 中 6 h 时 诱 
导 效 果 最 好 ,基因 表达 量 最 高 ,与 对 照 组 存在 显著 差 
异 , 至 24 h 时 基因 表达 量 有 所 降低 ,但 与 对 照 组 不 
存在 显著 差异 (图 4)。 由 此 说 明 脂 多 糖 可 以 引起 家 
di HU Bm7ol19-2 基因 的 上 调 表达 ,表达 量 可 被 诱 
导 上 调 至 对 照 的 38 倍 ( 图 4)。 脂 多 糖 影响 昆虫 
Toll 受 体 的 转录 水 平 ,不 仅 在 我 们 实验 室 之 前 发 表 
的 文章 中 体现 (Liu et al., 2013, 2014) ,也 出 现在 其 
他 Toll 受 体 , 如 BmToll7-2 受 体 (Imamura and 
Yamakawa, 2002) ,还 出 现在 其 他 的 昆虫 如 烟草 天 
i Manduca sexta( Zhong et al., 2012) 中。 

为 进一步 验证 外 源 病 源 体 对 BmToll9-2 基因 表 
达 水 平 的 影响 ,我们 同时 进行 大 肠 杆菌 注射 的 方法 
进行 检验 。 结 果 显 示 , 注射 大 肠 杆 菌 也 能 引起 
BmToll9-2 基因 的 上 调 表 达 , 其 中 3 h 和 6 h 时 
BmToll9-2 基因 的 诱导 表达 量 最 高 ,与 对 照 组 存在 显 
著 差 异 ,24 h 时 基因 的 表达 量 有 所 降低 ,但 与 对 照 
组 仍 存在 显著 差异 。 通 过 比较 脂 多 糖 和 大 肠 杆 菌 对 
BmToll9-2 基因 的 诱导 表达 水 平 ,可 以 得 出 , 脂 多 糖 
和 大 肠 杆 菌 均 能 够 诱导 BmTollo-2 基因 的 上 调 表 
达 , 而 大 肠 杆菌 的 诱导 速度 更 快 、 效 果 更 强 、 时 间 更 
持久 。 推 测 可 能 一 方面 由 于 脂 多 糖 是 细菌 的 细胞 壁 
成 分 (Wang and Quinn, 2010) ,大 肠 杆菌 可 能 含有 
更 多 的 脂 多 糖 , 另 一 方面 大 肠 杆菌 中 含有 与 家 乍 先 
天 性 免疫 Toll 通路 中 相互 作用 的 活性 物质 ,从 而 促 
EX ZÆ BmToll9-2 基因 的 诱导 表达 (Liu et al., 
2013)。 前 人 的 实验 也 证 实 了 大 肠 杆菌 能 诱导 家 在 
血 淋 巴 细胞 分 泌 抗 菌 肽 ( 郭 玉 梅 和 戴 祝 英 ，1996 ) ; 
同时 已 有 实验 证 明 小 菜 蛾 Plutella xylostella 中 肠 的 
Toll 信和 号 通路 可 被 喂食 的 革 兰 氏 阳 性 菌 激 活 2S 
导 抗 菌 肽 Cecropin 和 Moriein 的 表达 ,以 抑制 或 杀 灭 
入 侵 细菌 ( 薛 敏 倩 , 2014) 。 

综 上 所 述 ,Bm7ol19-2 基因 在 家 和 蛋 4 龄 和 35 龄 幼 
虫 的 不 同 组 织 中 均 有 表达 且 表 达 特 点 各 异 ,起 着 唤 
醒 免 疫 应 管 的 重要 作用 。 家 大 BmToll9-2 基因 在 脂 
多 糖 和 大 上 肠 杆菌 处 理 后 上 调 表 达 , 可 能 参与 昆虫 
Toll 受 体 对 脂 多 糖 等 外 源 病 原 体 的 识别 过 程 。 然 
而 ,需要 进一步 通过 基因 敲 除 和 过 表达 等 手段 进行 
深入 研究 ,明确 Toll 受 体 在 昆虫 中 的 生理 功能 。 该 


























































































































研究 不 仅 为 昆虫 Toll 受 体 功 能 的 进一步 研究 葛 定 了 
基础 ,同时 也 为 昆虫 Toll 受 体 的 功能 性 研究 提供 了 
借鉴 。 
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